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近年 , 興奮性 ア ミ ノ 酸受容体の 1 つ の 亜 型で ある N-メ チ ル ーD-ア ス パ ラ ギ ン 酸 (N- m ethyトD- a Spartate , N M D A)型受容
体が , 神経生理学的 また ほ 神経病理学的プ ロ セ ス に 幅広く関与 して い る こ と か ら , 特 に 注 目され る よう に な っ て きて い る . こ
の 受 容体 ほ , L-グル タ ミ ン 酸 , グ リ シ ン , (+)r5- rn ethyト1 0,1l-dihydro-5HLdibenz o[a, d] cyclohepte n-5,10-imin e m ale ate
(M K-801) と N-(1-[2-thie nyl] cyclohe xyl)-3,4-Piperidin e(T C P), Mg2 +, ス ペ ル ミ ン と ス ペ ル` ミ ジ ン と い っ た ポ リ ア ミ ン な ど多
くの 受容体調節物質を認識す る部位を含ん だイ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体 と考え られ て い る . 本研 究で ほ , N M D A型受容体複合
体を調節する高親和性 Mg2 ヰ結合部位お よ び ポ リ ア ミ ン 結 合部位 の 特性を調べ る た め , Mg
2+
, ポ リ ア ミ ン , ポ リ ア ミ ン ア ン タ
ゴ ニ ス ト お よ び ア ミ ノ 酸と の 相互 作用 を 3汁 T C P結合実験 に て 検討 した . 1 pM ス ペ ル ミ ジ ン と 0. 5FLM ス ペ ル ミ ソ は ,
Mg
2+ に よ る ユH-T C P結合刺激 を相加的に さ らに 増 加 させ て い た . しか し , よ り高濃度の ス ペ ル ミ ソ と ス ペ ル ミ ジ ン は , 相加
的に 3H-T C P結合 を増加 させ な か っ た . Mg
2 +
に よ る
3HrT C P結合刺激 の 場合 と異な り , 今 回検討 した 濃度の ポ リア ミ ン は ,
L-グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 3H-T C P結合の 刺激 を各 々 相加的 に 増加 させ て い た . こ れは , ポ リ ア ミ ン が N M D A型受容体複合体 に
お い て , し グル タ ミ ソ 酸結合部位 と ほ異な る部位を介 して
3H-T C P結合を刺激 して い る こ と を 示 して い る . 10FLM L-グ ル タ ミ
ン 酸 と 1 0FLM グリシ ン は , 3H-T C P結合を刺激す る ス ペ ル ミ ン の 親和性を各 々 が 同程度に 増加 させ る 一 方 で , L-グ ル タ ミ ン 酸
は
3
H-TC P結合を刺激す る Mg2 + の 親和性を グ リ シ ン よ り著 明に 強く増加 させ て い た . また , ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ
る diethyle n etriamin e(D E T)と プ ト レ ッ シ ソ ほ I M g2十 と ス ペ ル ミ ン に よ っ て 刺激 され た
3
H- T C P結合を どち らも競合的に 抑
制 した . これ ら の 相反す る結果は I M g
2十
と ス ペ ル ミ ン が 同 じ機序 で 3廿 TCP 結合を刺激 しな い こ と を 示 して い る . さ ら に
ほ , M g
2+ と ポ リ ア ミ ン が 高親和性 Mg
2 +
結合部位 と ポリ ア ミ ン 結 合部位 と い う 2 つ の 別 々 な 調節部位を介 して N M D A型受容
体複合体を調節 して い る可 能性も示唆 して い る . 加 え て , ア ル カ イ ン と 1,10-diamin ode c a n e(D Al O) は 1/上M L-グ ル タ ミ ン
酸 , 1 00pM Mg
2 +
と 1pM ス ペ ル ミ ン に よ っ て 刺激 され た
3HLT C P結合 を濃度依存性に各 々 抑 制 した . そ れ ら抑制 の 効力は ,
明 らか に D E T よ り高い もの で あ っ た . 10pM D E T ほI L-グル タ ミ ン 酸と グリ シ ン に よ る 3H- T C P結 合の 刺激 に 対す る ア ル カ
イ ン と D A lOの 抑制効果を減弱 させ て い た . こ れ らの 結 果は , ア ル カ イ ン が D A lO と同 じ作用 を 持 つ ポ リ ア ミ ン 結合部位 へ の
イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス トで あ る こ と を示 し て い た .
Key w ords N M D Areceptor io n cha nn el c o mple x, high affinty Mg
2+ site, pOlya min e
r ecognition site, pOlya min e antago nists, in ve rs e ago nist
興奮性 ア ミ ノ 酸受容体は , 高等動物の 中枢神経系 に お ける 主
要な興奮性神経伝達物質受容体 であり , シ ナ プ ス で の 神経情報
伝達に 中心 的役割を担 っ て い る . そ れ と共に , 記憶 と学習の 基
礎に な る シ ナ プ ス 可 塑性の 発現, 脳虚血 や て ん か ん 墓標発作 に
よる 神経細胞壊死 き 精神分裂病や痴呆 な どの 病態に 深く関わ っ
て い る こ とも 示唆 され て い る
1)
. よ っ て こ の 受容体 の 機能 の 解
明ほ , 神経情報伝達や脳 の 高次機能 , 病態 の 理解 に必須 であ
る . 特 に 本研究で は 1 興奮性 ア ミ ノ 酸受容体を調節す る磯能が
最近明 らか に されて きた Mg
2 + と ポ リア ミ ン2)に注 目 し , そ れ
ら の 調節部位の 特性を検討 した が , これらの 調節機能を 明らか
A b breviatio n s :D A lO, 1,10-dia min ode(ごan e; D E T,
に す る こ と で 興奮性ア ミ ノ 酸受容体 が病態 に 関わ る多くの 疾
病 , 異常
3)の 予防 に つ な が っ て い くと 考え られ る .
興奮性 ア ミ ノ 酸受容体 は選択的な ア ゴ ニ ス ト に 基 づ い て ,
N- メ チ ル Dー-ア ス パ ラ ギ ン 酸 (N- m ethyl-D-a SPartate , N M D A)
型, キ ス カ ル 酸型 ▲ カ イ ニ ン 酸型の 3 つ の 亜 型 に分類 され て き





Ca+ な どの イ オ ン が
通過する陽イ オ ン チ ャ ン ネ ル と共役 し複合体 を形成 し機能 して
い る4). そ の 受容体複合体 は , それ 自身 の 機能 を調節す る特異
的な部位 を有 して お り , 特 に L-グ ル タ ミ ソ 酸 と グ リ シ ン を
別 々 に 認識す る部位 (調節部位 また は 結合部位) が 存在す る と
diethyle n etria min e; E D T A, ethylen edia min eter a a c etate;
3牲 M K-801,
3H -(+)-5- m ethyl-10,11-dihydro-5 H-dibe n z o[a, d] cyclohepte n-5,10-imin e m ale ate;
3H- T C P,
3H- N-(ト [2-thienyl] cyclohexyl)-3,4- Piperidine; N MD A, N- m ethyl-D- a Spartate; P C P, phe n cyclidin e
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考え られ て い る
A)
. また , フ ェ ン サ イ ク リ ジ ン (phe n cyclidin e,
PC P), ケ タ ミ ン , (+)M5-m ethyl-1 0,1 トdihydro-5H-dibe n z o[a,
d] cyclohepte n-5,10-i min e m ale ate(M K-801) な どの い く つ か の
幻覚惹起物質が , ア ミ ノ 酸の 結 合部位 と は別の 部位 に 作用 する
こ とも知 られ て い る5ト7). 電気生理 学的実験 か らそ の 結合部位
は N M D A型受容体複合体 の 中 の イ オ ン チ ャ ン ネ ル 内か ま た
は , そ れ と 親密な関係があ る部位と考え られ て い る8) . 受容 体
結合実験で は , よ く洗浄 した 膜標品 へ の 3汁 M K 801結合 が ,
L-グ ル タ ミ ソ 酸や グリ シ ソ に よ っ て 著明に 促進 され て お り5)8),
3廿 M K 801 は N M D A型受容休内の イ オ ン チ ャ ン ネ ル が 開放 し
た状態 に 特異的 に 結合す る と考え られ て い る . また 本研究 で 使
用 した P CP の ア ナ ロ グの 3H-N◆(1r[2-thie nyl] cyclohe xyl)-3,
4-Piperidin e(3H-T C P) も3H-M K 801と同 一 の 部位 に 結合する と
され て お り
8)
, 膜 標 品 へ の 3H-M K 801 や 3廿T C Pの 結 合 は
N M D A型受容体イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体の 機能 を反映 して い
ると 考え られ る .
近年, ス ペ ル ミ ソ や ス ペ ル ミ ジ ン と い っ た ポ リ ア ミ ン が し
グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン の 最大効果 が得 られ る濃度 の 存在下
で , さ らに
3トトM K 801結合を促進 さ せ る こ と が 報告 され た10).
さ らに ポ リ ア ミ ン の 構造活性相関 に 関す る研究 で は , N M D A
型受容体 へ の
3
H-M K 801結合の 効果に 基づ い て , ス ペ ル ミ ソ や
ス ペ ル ミ ジ ン は ポ リ ア ミ ン の 結 合部位 へ の ア ゴ ニ ス ト と して 分
類 され , ジ ュ チ レ ン ト リ ア ミ ン (diethyle n etriamin e, DET) ほ
ポ リ ア ミ :/の 結合部位 へ の 選択的か つ 競合的ア ン タ ゴ ニ ス ト と
して 分類 され た11> . こ れ ら の 所見 よ り N M D A型受容体複合体
に お い て , ア ミ ノ 酸結合部位と ほ 区別 され る特異 的な結合部位
に ポ リ ア ミ ン が 作用する こ とが 明 らか に な っ て きて い る .









H-TCP 結合を抑制する こと が 受容体結合実験 で
示 さ れ
1 3}14一
, 電気生理 学的な研究 に お い て も Mg2 1 が N M D A7
ゴ ニ ス ト に よ っ て 活性化 され た コ ン ダ ク タ ン ス を 電位依存性
(v oltage-depe nde nt) に ブ ロ ッ ク する こ と が 明 ら か に さ れ て い
る
15 ト19一
. こ れ ら の 所見は , Mg
2 十
の 結合部位 が N M D A型受容体
複合体の イ オ ン チ ャ ン ネ ル 内に 存在す る こ と を 示 して い る .
一 方で , 興奮性 ア ミ ノ 酸や ポ リ ア ミ ン と同様に 1 m M 以下の
低濃度の Mg2 ト も, よ く洗浄 した 膜標品 へ の 3H-T C P結合を刺
激す る こ と が わ か っ て き た13)14)20)21). Hori ら は , Mg2 十 に よ る
3H-T C P結合刺激が , 最大効果 の 得 られ る濃度の I; グル タ ミ ン
酸 と グ リ シ ン の 刺激 に よ る特異的
3
H-T C P結合に 相加的で ある
こ とを 示 し , し グ ル タ ミ ン 酸や グリ シ ン の み な らずイ オ ン チ ャ
ン ネ ル 内在の 低親和性 の Mg
21 結合部位 とも区別 され る新 しい
部位 と して , 高親和性 Mg2→1結合部位を提 唱 した-3-21)
しか し , 現在ま で 高親和性 Mg2+ 結合部位 に つ い て の 検討は
十分 に な され て お らず不 明 な 点も多い . Sa c a a nと John so n
ほ , Mg
2+
と ポ リ ア ミ ン が 同 一 部位 に 作用 し
3
H-T C P結合を刺
激 して い る可 能性を指摘 し て い る
22)
.
一 方 で W o ng ら は Mg
21~
と ポ リ ア ミ ン が 各 々 が 異な る部位に 作用 して 3H-M K 801結合 を
刺激す る こ とを 示 唆 して い る23). こ の よう に N M D A塾受容体
複合体 を調節す る Mg2一十 と ポ リ ア ミ ン の 調節部位(結合部位)の
相 互 関係に つ い ては 一 致 した見解が得 られ て お らず検討の 余地
が多く残されて い る . そ こ で本研究 で は , 高親 和性 Mg
2 +
結合
部位と ポ リ ア ミ ン 結合部位 の 特性 を
3
H- TCP結 合実験 に よ っ て
検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 薬 品
本研究 で 使用 した リ ガ ン ドお よ び薬品は以下 の 通 りで ある.
3H-T C P(49. 7Ci/m m ol) (Ne w Engla nd Nu cle ar, Bo sto n,
M A, U S A); P C P(塩野義製薬会社, 大阪); ス ペ ル ミ ン , ス ペ
ル ミ ジ ン , プ ト レ ッ シ ソ , ア ル カ イ ン , 1,1 0-diaminode c a n e
(D AlO)(Sigm aC he mic al Co mpa ny , St. Lo uis , M O, U S A);
D E T(Aldrich C hemical Co mpa ny . M ilw a uke e. M I, U S A)
H . 実験方法
1 . 膜標 品の 作成
W ista r系雄性 ラ ッ ト(140- 210g)を用 い , Horiら の 方法13)に
従 い 膜標品を作成 した . 断頭後直 ち に 脳を取 り出 し, 大脳皮質
を20倍量相当の 0.32M シ ョ 糖で ホ モ ジネ ー ト し , 900Ⅹg, 10分
間 , 4 ℃に て 遠心 した . 上 清を 再 び ホ モ ジ ネ ー 下 した 後 ,
犯000xg, 20分間 , 4 ℃ で 遠 心 し て 沈砥部分(P 2分画) を得
た . P 2分画中に残存す る内因性ア ミ ノ 酸な どを 可 能な 限 り除
去する ため , 以下に 述 べ る 操作 を P 2分画 に 加 え た . まず ,
P 2分画を20倍量の 50m M Tris-H ClpH 7.6/10rnM ェ デ テ h ト
(ethyle nediamin etetr a a c etate, E D T A) 緩衝液(Tris-E DT A緩
衝液)で ホ モ ジネ ー 卜 し, 20,000Ⅹg, 20分間, 4 ℃ の 遠心 を 行 っ
た , 得 られ た 沈睦を20倍量の Tris-E D T A緩衝液で 再び ホ モ ジ
ネ ー 卜 し37 ℃, 10分間の プ レイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ソ を した後 ,_上
述 した 条件 で 2 [司目の 洗浄 ･ 遠心 を 行 っ た . 次に , こ こ で 得 ら
れ た 沈睦を20倍量の Tris-E D T A緩衝液 で ホ モ ジ ネ ー 卜 し, ド
ライ ア イ ス を用 い て凍結 ･ 融解 (fr e ezingLthawing)を し, 3 回
目 の 洗浄 ･ 遠心 を行 っ た . 最後 に 得 られ た 沈漬 は2 0倍量 の
5m M Tris-H Cl緩衝液(pH 7.6)で ホ モ ジネ M ト し - 80 ℃で 保存
した . 実験当日 , 凍 結保存 し た 膜標品 ほ 室温 で 融解した 後,
20倍 量の 5m M Tris《H E P E S緩衝液(pH 7. 6) を用 い て ,
20
,
000xg, 20分間, 4 ℃で 2回洗浄 ■ 遠心 し結合実験 に 供 した .
2 . 3H-T C Pの 結合実験
3
HTT C Pの 結 合実験 は , Lo oらの 方法に 従 い 実施 した24). 具体
的に は , ま ず膜標品(蛋白量 10pg) ほ , 5nM
3
汁 T C P と必要
応 じた 試薬と共に 5m M TrispH E P E S緩衝液(pトⅠ7.6)巾で 最終
全体量 20恥1, 25℃ に て 2時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した . こ の
反 応 は 2 時間後 , In otech セ ル ハ ー ベ ス タ ー (W ohlen ,
Switzerla nd) を 川い て Whatm an G F/C フ ィ ル タ ー (Bra ndel,
Gaither sburg , Ger m a ny) とに 吸 引濾過す る こ と に よ り急速 に
停 止 させ た . そ の 後 W hat m a nG F/C フ ィ ル タ ー ほ , 末結合の
3H-T C Pを除去す る た め 水冷 した 5m M Tris-1iE P E S緩衝液
200FLl で10巨一]洗浄 した . な お , Whatm a nG F/C フ ィ ル タ ー は非
特異的吸着を防止するた め , 予 め0 .0 5% ポ リ エ チ レ ンイ ミ ン
(polyethyle n ei min e) に15
- 20分間浸して 使用 した .
3 . 放射活性の 測定
3
汁 T C P結合実験 で 得 られ た フ ィ ル タ ー は . 液体 シ ン チ レ ー
シ ョ ン カ ウ ン タ ー 用バ イ ア ル (Biovial) (Be ckm a n, Fullerto n,
C A, U. S. A.) に 入 れ シ ソ チ レ ー タ ー と し て ア ク ア ゾ ー ル
(Ne w Engla nd Ne w cle ar, Bo sto n, M A, U. S. A .)3ml を加
え , そ の 放 射悟性 を 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
(Be ckm a nLS980) を 用 い て 測定 した . 特 異的結合 は 30FLM
P CP 存在下お よ び非存在下の 差と して 求め た . な お 全て の 実
験は triplic ate で 行 っ た .
30
4 . 蛋白量の 測定
使用 した 摸標品の 蛋白量は , Low ry らの 方法 紬 に 従 っ て 測定
L た. 標準曲線の 作成 に は ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン (岩井化学薬品,
東京) を用い た .
5 . 統計学的処理
E C5｡ およ び IC5 ｡は/Hillpot の線形 回帰よ り算出 した . 平均
値 の 比較 に は Stude nt の t検定(両側)を用 い , P値 が0.05以下
を 有意差あり と した .
成 績
Ⅰ . Mg
2+ ま た は レ グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 刺 激 さ れ た
ユH - T C P結合 へ の ス ペ ル ミジ ン とス ペ ル ミ ン の 効 果
Mg
2十 ほ 特異的 3H てC P結合 を 濃度依存性 に 増加 さ せ ,
30- 10恥 M で 結合量は最大と な り, M g
2十 非存在下の 結合量に
比 して約 6倍 まで 達 した . 一 方 10恥M 以上 の 高濃度 の Mg2+
は そ の 結合 を抑制 した ( 図1 A). こ の Mg2十 に よ る 3H-T C P結
合 へ の 二相性の 効果は, 諸家の 報告 制 20)24)と 一 致するも の で あ る .


























































0 0,01 0.1 1 1 0 1 0
【L-gluta m ate]LLM
FLM の ス ペ ル ミ ン は , Mg
2+ に よ る 3H-T C P結合刺激を さ らに 相
加的(additve) に 増加 させ た . 同様 に 3pM と 1 0JLM ス ペ ル ミ
ジ ン お よ び 1J`M と 3〟M の ス ペ ル ミ ン も Mg2十 に よ る
3H-T C P結合刺激 を さ らに 増 加 さ せ た が , 相 加的増加 で は な
か っ た . Mg
2 十 に よ る
3H-T C P結合増加 に 対する E C5｡値 は , ポ
リ ア ミ ン 非存在下の 11.4 ±3.1毎 M(平均±標準誤差 ;n = 4)か
ら3J(M ス ペ ル ミ ジ ン 存在下の 9.37 ±1.7 5/ノM へ と , ま た 1
〟M の ス ペ ル ミ ン 存 在下で は 8,53 ±1.75〃M へ と減少 した が統
計学的に 有意 で は な か っ た (表1).
国 1 C と 1 D に 示 し た よ う に L-グ ル タ ミ ン 酸 は 特 異的
3H-T C P結合を濃度依存性 に 増加 さ せ 10- 100FLM で最大結合
量が得 られ , L-グル タ ミ ン 酸非存在下の 結合量に 比 して約 8倍
ま で 達 した . ス ペ ル ミ ジ ン や ス ペ ル ミ ン は I L-グ ル タ ミ ン 酸に
よ る
ユ
汁 T C P結合刺激を さ ら に 相加的 に 増加させ た . し グ ル タ
ミ ソ 酸 に よ る 3H-T C P結合増加に 対す る E C5｡値 で は , ポ リ ア
ミ ン 非存在下 の 229. 士51. 3nM (平均 ±標準誤差 ;n = 4)か ら
1〃M ス ペ ル ミ ジ ン 存在下 の 39.6 ±2.2nM (p< 0.05) へ と ▲ ま

























































0 0 ･01 0.1 1 1 0 1 0
【Lgluta matehlM
Fig･1･ T he efects of spermi din e a nd spermin e o nthe Mg
2 +-a nd しgluta m ate-indu c ed 3HKT C P binding･ Co n c e ntr atio n- re SpO n S e
C u rV eSforMg
2十 (A, B)and しgluta rn ate(C, D)w e redeter mined u nderthe contr oIc o ndito n s(ope n circle s) a nd in the pre s e n c e
Of lpM (clo s ed circles), 3 〃M (open tria ngle s), O rl OpM (clo sed triangles)spermi din e(A, C); a nd O.5iLM (clos ed circle s), 1FLM
(ope n triangles), Or3 FLM (closed tria ngle s) sper min e(B, D). Re s ults ar ethe av eTage Of triplic ate determin atio n sfr o m a
repre s e ntativ e experim e nt that w a s r ep ated 4tim esglVinB Similar r es ults,
高親和性 Mg2
十
結合部位 と ポ リ ア ミ ン 結 合部位の 特性
有意に 減少 した (表1 ).
Ⅱ . M g
2 +
お よび ス ペ ル ミ ン に よ っ て刺激 された 3H -T C P結
合に 対 Lて の ア ミノ 酸の効果
1 0〟M L-グ ル タ ミ ソ 酸お よ び 1恥M グ リ シ ン と い っ た ア ミ ノ
酸 の 存在下で , Mg
2'
と ス ペ ル ミ ン の 3H-T C P結合刺激効果を
検討 した .
デ ー タ は 示 して い な い が , 0. 01-1〃M の ス ペ ル ミ ン は L-グ
ル タ ミ ン 酸 (1恥 M) ま た は グ リ シ ン (1 0〟M) の 存 在 下 で
3H てC P結合を刺激 した . ス ペ ル ミ ン に よ る 3汁 T C P結合増加
に 対 し て の E C50 値は , ア ミ ノ 酸非存在下の 1.58土0.15/`M(平
均 土 標準誤差 ;n = 3) か ら 1恥 M L-グ ル タ ミ ン 酸 存在下 の
0.48土0.0餌 M へ と , ま た 1恥 M グ リシ ソ 存在下 の 0.68土
0.01JノM へ と各 々 減少 した (表2). 一 方で , 本研究と 同 一 の 実
験系 で 得 られ た Mg2+ に よ る 3H-T C P結合増加 に お い て は ア ミ
ノ 酸非存在下の 11 士2.1〟M (平均 土標準誤差)か ら 10〃M し グ
ル タ ミ ン 酸存在下 の 1.9 ±0. 餌 M と, ま た 1恥 M グリ シ ソ 存在
下の 8.4 士1. レ`M へ と各 々 減少 した1 3). Mg2十 ま た は ス ペ ル ミ ン
の み に よ る
3H-T C P結合増加に 対する対照 の E C5｡値と ア ミ ノ
酸 存在下に おけ る各 々 の E C5｡値 の 比較検討を行 う と , ス ペ ル
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ミ ン に よ る 3H-T C P結合増加 に 対 して の EC5｡値で ほ 1 対照 :





H-T C P結 合 増加 に 対 し て の E C5｡ 値で
ほ , 対照 : + 1 0〃M し グル タ ミ ン 酸 : + 10〟M グリ シ ソ = 1 :
0.1 7:0.76 であ っ た (表2).
Ⅲ ･ Mg
2+ ま た は ス ペ ル ミ ン に よ っ て刺激され た
3
H- T C P結
合 に対す るポリア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トの抑制
Mg
2十
また ほ ス ペ ル ミ ソ で 刺激され た 3H-T C P結合を抑制す
る 一 連 の ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト , ア ル カ イ ン , D A lO,
D E T, プ ト レ ッ シ ソ の 効力を 検討 L た. 本実験で 全て の ポ リ ア





H て C P結合 を濃度依存性 に 抑制 した (図
2). そ の 抑制効力 の 順序ほ 1 ア ル カ イ ン (IC5｡= 6 .80 ±0.11
PM)> D A10(IC5O= 10.7 土2. 54FLM)>D E T(IC5｡= 1 4.0±3 .3 2
〃M)> プ トレ ッ シ ソ (IC5｡= 53.8 土6.73/｣M)で あ っ た (表3). ま
た デ 】 タ ほ示 さな い が , 最大効果が得 られ る 1〟M ス ペ ル ミ ソ
に よ る
3
廿 T C P結合刺激に 対 して も同 様な結果が得られ , しか
も ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 力の 順序も Mg2+ に よ る
3H てC P結合刺激を抑制する場合 と同 一 で あ っ た .
Tablel. Effe cts of polyamin es o nMg
2 +
- and しglutam ate-induc ed
3
H- T C P-binding
ト3





+ Sper midin e
+ Spermin e
Co ntrol












1 Exte n siv ely w a shed syn aptic m e mbr an es w er ein c ubated with 5nM
3H-T C Pand vario u s
COn C e ntr atio n sof MgS 0.(l-1,000FLM)in the abse n c eo r pre s e n c eof either3FLM spe rmidine or
liLM spermine, O r V a rio us con ce ntratio n s of L-gluta m ate (0.01-1 0 0pM)in the abse n ceo r
Pr e SenCe Of eitherl/JM spermidin e orO.5jLM spe rmin e. T he E C5｡ W er ederiv ed from tin ear
r egr es sio n a nalysis of H illpIots . T he binding a ss ay w a s perfo r m ed in triplic ate.
2 Ea ch v alu e r epre s e nts the m e a n±S E Mcalc ulated fr o mfo ur e xperim e nts.
3





Table2. Effe cts of L-gluta m ate a nd glycin e o nMg
2 十-and spermin e-indu c ed3H-T C P-binding3
Modulator Co ndito n E C5｡(FLM) Ratio
Sper min e Co ntr oI l.58±0.15 1
+ L- gluta m ate (10pM) 0.48 士0. 6 0.30
+ Glycin e (10FLM) 0.68 士0. 1 0 .43
Mg
2 ヰ2 Co ntr ol ll 土2.1
+ L-gluta m ate (10FLM) 1.9±0.6
+ Glycin e (10JIM) 8.4 ±1.1
一 Exte n siv ely w a shed syn aptic m e mbr a n e s w er ein c ubated with 5nM
コH-T C Pa nd v ario u s
C O n C e ntr atio n s of ミpe rmin e (0･01
-100pM) in the abs en c e orple S en C e Of eithe r 10JLM
しgluta m ate orglycln e･ T he E C5C W e rederiv ed fr ornlin e ar regre sslO n a nalysis of Hillp ots.
T he binding as s ay w asperfor m edin triplic ate.
2 Datafr o m r efe re n c e of Horiet al. ,1 990
3 Ea ch v alu e r epre se nts the m e a n土S E Mc alc ulated fro m m or etha nthre e e xpe rirn e nts.
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0 0.1 1 1 0 1 0 0 1 000
【Antago nists]uM
Fig.2. Inhibitio n of polya min e a ntago nists o nthe Mg
2十-in-
du c ed 3汁 T C P binding. T he effects of in cr e a sing
C O n C e ntr atio n s of polya min e antago nists, ar C ain e (ope n
Circle s), DA lO(clo s ed circles), D E T (ope n tria ngles), a nd
putre s cin e (clos ed tria ngle s) o n the
3H-T C P bind ng
enha nced by lOOFLM Mg
2十
w eredete rmin ed. Re s ults a re
the a v er age of triplic ate deter min atio n sfr o m a r epr e se nt-

















































1 1 0 1 00 1 000
【Mg2+川 M





ま た は ス ペ ル ミ ンに よ っ て刺激 された ユH -T C P結
合 へ の D E Tまた は プ ト レ tソ シ ン の効果
ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トで ある D E T お よび プ トレ ッ シ ソ
の , Mg
2 +
と ス ペ ル ミ ソ に よ る
3H pT C P結合刺激 に 対する抑制
効果 に つ い て 更 に 検討 した . 図 3 A と 図 3B に 示 す如く t
Table3. Effe cts of putaiv e polya min e a ntago nists o n
the e nha n c e m e nt of3廿 T C P binding by M g
2 + l
~ 2･




IC5 OuLM) Hi11 Co effic e nt
Ar cain e 6.80 ±0.11
1.10-Dia min odec a n e lO.7 士2.54
Diethyle n etria min e 1 4.0±3.32














) Exte n siv ely w ashed syn aptic m e mbra n es w er e
incubated with 5nM 3H-T C Pa nd v ario u s c o n c e ntr atio n s
of putativ e polya min e a ntago nists (0.01-1000FLM)in the
pr es e n ce of MgS O.(1 00JLM). T helCs｡ W er ede riv ed fr o m
lin e ar r egre ssio n a n alysIS Of Hi11plots. T he binding
ass ay w aspe rfo r m ed in triplic ate.
2 Ea ch v alu e r epre s e ntsthe m e a n±S E Mcalc ulated fr o m































































1 10 10 0 1000
[Mg2+]トM
0 0.1 1 1 0 100
【Sper min e]pM
Fig･ 3･ T he effe cts of D E Ta nd putr e scin e o nthe M g
2 +-a nd sper min e-indu ced 3H- T C P bind ing･ Co n c e ntr atio n- r eSpO n S e C ur V e S
forMg
2 +
(A, B) a nd spermin e(C, I) w er edeter min ed u nder c o ntroIco ndition s(ope n circle s) a nd in the pr es e n c e of O.1 pM
(clo sed circle s) orl pM (ope ntria ngles) D豆T (A); 1 FLM (clo s ed circle s) or
.
1 0FLM (ope ntriangle s) D E T(C); 3 JLM (clos ed
Circle s) orl OFEM (ope ntriangles)putr es cin e(B); a nd l O/上M (clo sed cir cles)or30pM (ope n tria ngle s) putre scin e(D). Re sults
are the aver age oftripIicate determin atio n sfr o m a repr e se ntativ e e xpe rim e nt that w a s r ep ated 3tim e sgivlng Simila rr es ults.
高親和性 Mg2 十 結合部位 と ポ リ ア ミ ン 結合部位 の 特性 33
D E T とプ ト レ ッ シ ソ は Mg
2 ← に よ っ て 刺激 された 3H-T C P結
合を競合的 に 刺激 して い た . ス ペ ル ミ ン に よ る 3H-T C P結合刺
激作 用 に 対 して も D E T, プ ト レ ッ シ ソ ほ , 同様に 競合的な抑制
を 示 して い た (図 3 C, 3 D).
V ∴レ ゲ ル タ ミ ン≠軌 こよ っ て刺激 された
3
Ht T C P結 合 に 対
するポ リ ア ミ ンア ン タ ゴ ニ ス トの 抑制
1FLM し グル タ ミ ソ 酸に よ っ て 刺激 され た 3汁 T CP 結合に 対
する ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トの 効果は , そ の 反 応に よ っ て 2
群に 分か れ た , ア ル カ イ ン と D A l O は濃度依存性 に 3汁 T C P結
合を完全 に 抑制 した が , D E T と プト レ ッ シ ソ は し グ ル タ ミ ン
酸の み に よ っ て 刺激 され た 3HLT C P結合を完全 に 抑制 で き な
か っ た . し グル タ ミ ン 酸 の 3汁T C P結合刺激効果を抑制す る効
力 の 順序 ほ , ア ル カ イ ン (IC5｡ = 0 . 5 1土0. 0 3 7pM)>D AlO
(IC50= 0.73 士0.137/上M)> D E T, プ ト レ ッ シ ソ (IC5｡> 50FLM) で
あ っ た (表 4).
Ⅵ . ア ル カイ ン と D AlOの L- グ ル タ ミ ン酸 とグ リ シ ンに よ
る
3H- T C P結合刺激の抑制 に対 L ての D E T の効果
Table4. Effe cts of putaiv e polya min e antagO nists o n
the enha n c e m e nt of 3H-TC P binding by L.gluta m a
-
teト 乙
Satur ating Co ndito n
Antago nists
L-gluta m ate(1pM)
lCs8(JJM) Hill Co effice nt
Arcain e O.51 士0. 37 0.65
1.1 0-Dia min ode ca n e O.73 ±0.137 0.94
Diethyle n etria min e > 50
Putr e s cin e > 50
L
Exte n siv ely w ashed syn aptic m e mbr a n e s w er e
in c ubated with 5nM 3H- T C Pa nd vario u s c o n c e ntratio n s
of putativ e polya min e a ntago nists (0.0 ト1 000〃M)in the
pr es e n c e of しgluta m ate (1〟M). T he lC50 W erederived
fro mlin e ar regr e ssio n an alysIS Of Hillplots. T he binding
a s say w a sperfo r med in triplic ate .
2
Ea ch valu e r epr es e ntsthe m e a n±S E Mc alc ulated fr o m












































0 0.1 1 1 0 1 00
ア ル カ イ ン と D A lO が ポリア ミ ン 結合部位に 同 じ機序で作用




C P結合 の 抑制に 対す る D E Tの 効果を , L-グ ル タ ミ ン 酸
と グ リ シ ン 存在下で検討 し た . し グ ル タ ミ ン 酸と グ リ シ ン の
3H-T C P結合刺激の D A lOに よ る抑制は , 10FLM D E Tに よ っ て
著 しく減弱され た (図4B). こ れ は 以前の 報告抑 と よく 一 致す る
も の で あ っ た . 同 じ よ う に , D E Tは ア ル カ イ ン に よ る
3
H←T C P結合刺激の 抑制も濃度依存性 に 減弱さ せ た (図4A).
Ⅶ . し ゲ ル タ ミン 醸存在下 に お け る ス ペ ル ミ ン によ っ て刺激
され た 3H- T C P結合 に対する ポ リ ア ミ ン ア ンタ ゴ ニ ス
トの効果
ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 薬理 学的特性を 明 らか に す るた
め , 1〃M し グル タ ミ ン 酸存在下で ス ペ ル ミ ン に よ っ て刺激 さ
れ た
3
H-T C P結合 へ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効果を検討 した . ス ペ
ル ミ ン は I; ダル ク ミ ソ 酸に よ っ て 刺激 され た 3H-T C P結合 を
さ らに 増加 させ , 1〃M の 濃度 でそ の 最大効果を 示 した . 一 方
1FLM 以上 の 濃度の ス ペ ル ミ ン は 著明に 3H-T C P結合を抑制 し
た (図5 A).
全て の ア ン タ ゴ ニ ス トは 程度 の 差 は あるもの の , 1〟M し グ
ル タ ミ ン 酸存在下の ス ペ ル ミ ン の 濃度依存曲線 を , 低親和性側
に シ フ トさ せ た (図5 A-D). また ポ リ ア ミニ/ ア ン タ ゴ ニ ス ト で
ある 10FLM D E Tと 10pM プ トレ ッ シ ソ ほ , 対照 の ス ペ ル ミ ン
非存在下の レ ベ ル の88%と94% の レ ベ ル ま で しか 各 々 抑制 しな
か っ た ( 図5 A, 5B). 一 方 で 10FLM ア ル カ イ ン と 1 0FLM D A lO
は11%と 7 %に まで 各 々 抑制 した ( 図5 C, 5 D). ア ル カ イ ン と
D A lOに よ っ て抑制 され た対照の レ ベ ル は よ ア ミ ノ 酸や ポリ ア
ミ ン 等の ア ゴ ニ ス ト非存在下の 基底結合 レ ベ ル と 同等で あり ,
両者の 抑制 は 1FLM L-グル タ ミ ン 酸 の 3H-T C P結合刺激効果 に
対す る完全な抵抗作 捌 こ よ る も の と 考 え られ た . 以上 の 結果
は , 1/上M し グル タ ミ ン 酸 存在 卜で の ス ペ ル ミ ン に よ る
3
H-T C P結合刺激効果 を抑制す る ア ル カ イ ン と D A l Oの 効力
が , 明 らか に D E T と プト レ ッ シ ソ で得 られ たそ れ よ り強い も











































0 0.1 1 1 0 100
[Arcain ehLM [D AlO]LIM
Fig･ 4･ T he effe ct of D E To ntheinhibitio n ofthe L-gluta m ate a nd glycin e-indu c ed 3H-T C P binding by ar c ain e a nd D AlO. The
effe cts of in cr e a sing c on c e ntr atio n s of ar c ain e a nd D AlOo nthe
3
H- T C P b in ding s atur ated with lOpM しgluta m ate and glycin e
W er edete rmin ed in the abs e n c e(ope n cir cle s) a nd the presenc e of lpM (clos ed cir cles) or lOpM (ope n tria ngle s) D E T.




t . 高親和性 Mg
2 ヰ 結合部位 とポ リア ミ ン結 合部位 の関係
N M D A型受容体複合体の 機能 を調節す る M g2十 と , ス ペ ル ミ
ジ ン , ス ペ ル ミ ソ と い っ た ポ リア ミ ン の 結合部位 の 特性 に つ い
て
3H-T C P結合棄験 に て 検討 した .
本実験に お い て , ス ペ ル ミ ン と ス ペ ル ミ ジ ン は検討 した濃度
す べ て に お い て , し グル タ ミ ソ 掛 こ よ っ て 刺激さ れ た
3H-T C P
結 合 を 相加的 (addit ve) に 増 加 さ せ て い た . こ の 結 果 は
Ra n s o mと Ste cの
3
H-M K801結合実験 で得た ス ペ ル ミ ジ ン の
し グル タ ミ ン 酸 へ の 効果10一に 一 致す るもの で あり , ポ リ ア ミ ン
が L-グル タ ミ ン 酸 結合部位 と は 異 な る部位 を介 して 3廿 T C P
結合を刺激 して い る こ と を示 して い る .
一 方 , 1ノ上M ス ペ ル ミ ジ ン と 0.5〃M ス ペ ル ミ ン は M g
2十
の 刺
激 した 3H-T C P結合を 相加的に増加 させ てい た が , よ り高い 濃
度で ある 3〃M お よ び 1 0〟M の ス ペ ル ミ ジ ン と1J`M お よ び 3
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瀬
上述 した ポ リ ア ミ ン と L-グ ル タ ミ ソ 酸と の 間 で 認 め られ た よ
うな , 違う結合部位 に 作用 す る ア ゴ ニ ス トが 示す相互作 用 と は
若干異な るも の で ある . そ の 理 由と して 図 1 と図 5 で 示 した ,
Mg
2+ と ポ リ ア ミ ン の も つ 3H てC P結合 に 対 して の 2相性効果
が関与 して い た 可能性が考 え られ る . すな わ ち , Mg
2 十 濃度 の
増加 に 従い イ オ ン チ ャ ン ネ ル も活性化 され , そ の た め Mg
2+
ま
た は ポ リ ア ミ ン の 抑制部位 が よ り優位 と な り , 期 待 さ れ る
3H⊥T C P結合 の 増加 を阻止 して しま う可 能性で ある . それ ゆ え ,
よ り高濃度 の ポ リ ア ミ ン 存在下で相加的効果が認め られ なか っ
た と 推察でき る .
こ の よ う に , M g
2十 とポ リア ミ ン が
3
H-T C P結合を刺激す る
の に 各 々 特異的な結合部位 を介す るか どうか は , 図1 の 結果か
ら は 明 らか に な らな か っ た が , 両者 が互 い に 影響を 及ぼ しあ っ
て N M D A型受容体複合体 の 磯能を 調節す る こ と は確認 でき
た .
高親和性 Mg2 + 結合部位 と ポ リ ア ミ ン 結合部位 の 関係 に つ い
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Sa c a a nと John o n
22) は ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トと され て い る
ア ル カ イ ン が , ス ペ ル ミ ジ ン と Mg
2十 の 両 方の 3H-T C P結合刺
激効果を競合的 に 抑制す る こ と を報告 して い る. こ の 結果は ス
ペ ル ミ ジ ン と Mg
2十 が 同 じ機序で 3H- T C P結合を 刺激す る こ と
を 示 して い る . しか し , ア ル カ イ ン が ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス
ト で ある こ と に 対す る反証も示 され て き てお り , こ の 結論も再
検討の 余地が残 され て い る . ア ル カ イ ン の 薬理 学的特性 に つ い
て は 後に 考察す る .
W o ng らほ
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ス ペ ル ミ ジ ン と Mg
2 十 の 3H-M K 801結合に 対す
る効果が相加的で ある と報告 して い る . kin etic sの 実験 か らは ,
3H-M K 801結合 ま た ほ 3HpT C P結合 に おい て 低濃度 の Mg2 十 が




一 方で ス ペ ル ミ ジ ン は 3H-T C P結合速度 を増
加 さ せ 逆 に 解離速度 を減少 させ る と い う結果も得 られ て い
る
28)
. W o ng ら の 報告と こ こ に 示 した kin etic s の 違 い か ら, ス
ペ ル ミ ジ ン の 効果 と Mg2
+
の そ れ と は 区別 でき るもの で ある と
考 え られ る .
本研究で は , L-グ ル タ ミ ン 酸や グ リ シ ン 存在下 で の Mg2ヰ と
ス ペ ル ミ ン の
3
汁 T C P結合 へ の 効 果を 検討 し, 両者の 差異 を示
唆す る こ と が で きた . Ra n s o mと Ste clO)の 報告 した ス ペ ル ミ ジ
ン に よ る 3H-M K 801結合増加 に 対 し て の E C50値 ほ , 10FLM
L-グル タ ミ ン 酸存在下 で 3.9pM で あ り, 10pM グリシ ン 存在
下 で 6.2pM であ っ た . 本実験 の ス ペ ル ミ ン に よ る 3】÷T C P結
合増加に 対 して の E C5｡値は , 10FLM L グル タ ミ ン 酸存在下 で
0.4紬 M であり , l恥M グリ シ ン 存在下で 0.6紬 M で あ っ た .
Ra n so mと Ste c
川) の 報告 した E C5｡値に 基づ い て ス ペ ル ミ ジ ン
に よ る
3H-M K 801結合増加に 対する E C5｡値 の 比を 算出 した と
こ ろ
, 対照 : +1恥M L-グ ル タ ミ ン 酸 : + 10J上M グリ シ ン =
1 :0.20:0.32で あり我 々 の 結 果 と ほ ぼ 一 致す る も の で あ っ
た . こ れ らは , L-グ ル タ ミ ン 酸と グリ シ ン が , 3H-T C P結合 を
刺激す るポ リア ミ ン の 親和性を同程度に 高め て い る こ と を 示 し
て い る . 一 方 で , Mg
2十 に よ る
3Ⅰ十T CP 結合増加に 対 して の
E C5｡値か らそ の 比 を算出した と こ ろ , 対照 : +10FLM しグ ル タ
ミ ン 酸 : +1恥M グ リシ ン = 1 :0.17:0.76で あ っ た . こ の よ
う に Mg
2十 に よ る 3片 T C P結合刺激に 対 して , ア ミ ノ 酸に よ る
修飾 (m odulatio n)の 程度が 適 う こ と は , 高親和性 Mg2十 結 合部
位が L-グ ル タ ミ ン 酸と グ リ シ ン に よ り異 な っ た 様式 で 修飾 さ
れ て い る こ と を示 して い る . さ らに は , 両 ア ミ ノ 酸に よ る 修飾
が 同程度 で あ っ た ポ リ ア ミ ン 結 合部位 と異 な っ て い る こ と か
ら , 高親和性 Mg2十 結合部位ほ ポ リ ア ミ ン 結 合部位 とは 異な っ
た 部位で あ る可能性も示唆 して い る .
上述 した 仮説を さ らに 支持する為 , Mg2十 と ス ペ ル ミ ン に よ
る各 々 が H-T C P結合刺激効果に 対 して の ア ル カ イ ン , D A lO,
D E T, プ ト レ ッ シ ソ と い っ た ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効果
を 検討 した . 全 て の ポ リ ア ミ :/ア ン タ ゴ ニ ス ト は , 100J上M
Mg
2十
と 1pM ス ペ ル ミ ン に よ っ て 刺激 された 3HTT C P結合 を
濃度依存性に 完全 に 抑制 し , しか もア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る抑制
効力 の 順序は , 両刺激 の 場合で は 同 一 で あ っ た . こ れ らの 結果
は , Mg
2+
と ス ペ ル ミ ン の
3
H-T C P結合刺激効果が類似 した磯
序 で 発現 して い る 可能性 を示 唆す るもの で あ っ た .
ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トで あ る D E T と プ トレ ッ シ ソ を使
い Mg
2 +
と ス ペ ル ミ ン の
3H-T C P結合刺激効果 の 抑制様式を さ
ら に 検討 した と こ ろ , 両者は 両ア ゴ ニ ス トの 効果 に 対 し競合的
抑制を 示 して い た . D E T ほ ポ リア ミ ン 結合部位 へ の 選 択的か





H て C P結合刺激性効果が ポ リア ミ ン 結合部位
と 同 州 部位 を通 じて 発現 して い るか , ま たほ 密接な関連がある
こ と を示 妓 して い る . これ は l 上 述 した仮説と相反す るもの で
ある . こ の 矛盾に つ い て はの ち に 考察す る .
W illia m sら
一l)は ポリ ア ミ ン の 3H,M K 801結合の 刺激効果に ,
プ ト レ ッ シ ソ が 選択的に 抵抗する作 用 を報告 して い る . 本実験
に お い て も, プ ト レ ッ シ ソ が ポ リ ア ミ ン 結合部位に 競合的に 作
用 す る結果が得 られ て い る . と こ ろが , Sa c a a nと Job□S O n28)は
ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て刺激 され た 3H てC P結合 に 対 して プ ト
レ ッ シ ソ が 非 競合的 に 抑制す る 報告 を し て い る . ま た ,
Schoe m aker ら29)の ス ペ ル ミ ソ や ス ペ ル ミ ジ ン と 同じ部位 を認
識す る と され て い る 3H-ife nprodilの 結 合実験 に お い て , プ ト
レ ッ シ ン が
3
H-ifenpr odilの 結合部位 に 全く親和性をもたない と
い う報告も認め られ る . 上 述 した過去の 報告と本実験結果の 間
の 矛盾は ト 結合実験に 用い られた膜標品の 濃度の 違 い に 起因す
るもの と推測 され る .
本研究の 実験 で は , 膜標品中に 残存 して い る 3汁 T C P結合を
修飾する内因性物質 の 影響を極力抑え る ため 濃度の薄い 膜標品
を使用 して お り, 蛋白 1恥g 相当を最終的に 200/上1で イ ン キ エ
ペ - シ ョ ン を 行 っ て い る (すな わ ち 蛋白 5恥 g 相当/ml). ま た
W illia m sら も同様に 蛋白 75pg相 当/mlと共に 薄い 膜標晶を使
用 して い る . ～ 方で . Sac a a nと John s o nは 蛋白 200FLg 相当/
ml と よ り濃 い 膜標品濃度 で 実験 し て お り , 内因性物質が プ ト
レ ッ シ ソ の 3廿T C P結合 へ の 効果を ア ロ ス テ リ ッ ク に 修飾 して
い た こ とが 示 唆され る . Scho e m aker らの 膜標品濃度は記載 が
な か っ た . こ の よう に , 適 正な プ ト レ ッ シ ソ の 効果の 検討に は
内因性物質を十分取 り除く必要がある . 図5 に お い て , 1JJM
L-グル タ ミ ン 酸の 刺激 した 3H-T C P結合に 対 して D E Tと プ ト
レ
ッ
シ ソ が 若干の 抑制効果を示 した の は 仁 残存する 内困性の ポ
リ ア ミ ン に 対する抑制効果の ため と考え られ た .
ま と め ると , Mg
2寸 に よ る
3
H-T C P結合刺激に 対 して ア ミ ノ
酸に よ る修飾の 程度が違う こ と は , 高親和性 Mg
2+
結 合部位が
L一ダ ル ク ミ ソ 酸と グ リ シ ン か ら異な っ た様 式 で 修飾 され て い
る こ と を示 して い た . さ らに ほ , 両 ア ミ ノ 酸か らの 修 飾が 同 程
度で あ っ た ポ リ ア ミ ン 結合部位 と異な っ て い る こ と か ら高親和
性 Mg2
十
結合部位 は ポ リ ア ミ ン 結合部位と は異な っ た 部位で あ
る 可 能性も示唆 して い た . 一 方 で , D E T と プト レ ッ シ ソ は
Mg
2十
と ス ペ ル ミ ン に よ る
3
H-TCP 結合の 刺激効果に 対し競合
的抑制を示 して い た . こ れ らの 結 果ほ Mg
Z 十 の 3H-T C P結合刺
激性効果 が ポ リ ア ミ ン 結合部位 と同 一 部位を通 じて 発現して い
るか , ま たは 密接な関連がある こ とを 示 唆 して い た .
こ れ ら の 相反する現象を説明す るに は 2つ の 解釈が 考え られ
る . 一 つ ほ高親和性 Mg2
十
結合部位と ポ リ ア ミ ン 結合部位は実
際は異な る部位で はあ るが , ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 し
て の 薬理 学的特性が類似 して い る とい う 解釈 で ある . もう 一 つ
ほ , Mg
2`← と ポ リ ア ミ ン は同 一 部位 を介 して 3H-T C P結合を 刺
激する が , Mg2 + に よ る ポ リ ア ミ ン 結合部位の 刺激 に よ り , L-
グル タ ミ ソ 酸 と グリ シ ン に よ っ て異な っ た修飾が 観察 され るよ
うな 形式 で c o nfo r m atio n が変化す る とい う解釈 で あ る . 後 者
の 解釈は考えにく い もの が ある が , 本案扱か らそ の 可能性を否
定する こ とほ 困難である .
今後, 高親和性 Mg2 十 結合部位とポ リ ア ミ ソ 結合部位の 各 々
に 対 し選択性の 高い 新た な ア ン タ ゴ ニ ス トを使 っ た 実験で , 両
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部位 の 違い が 明 らか に な るで あろ う .
1 . イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト と して の ア ル カイ ン
ア ル カ イ ン ほ , ス ペ ル ミ ジ ン が 刺激 し た 3H-M K 801結合や
3
H-T C P結合を濃度依存性 に 抑制す る こ と か ら , ポ リ ア ミ ン 結
合部位 へ の 競合的 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 理 解 さ れ て きた 22 即 )
しか しア ル カ イ ン は , ス ペ ル ミ ソ や ス ペ ル ミ ジ ン と い っ た ポ リ
ア ミ ン の 非存在下に お い て さ えも , 3H -M K 801 や3H-T C Pの 基
底結合を抑制 して い る こ と が 最近確認 さ れ る よう に な っ て き
た . こ の 現象 に 関 して ほ , よく洗浄 してもな お 膜標品に 残存す
る内因性ポ リ ア ミ ン に 対する 括抗作用 とす る考え 方22)が ある 一
方 で , ア ル カ イ ン が ポ リ ア ミ ン 結 合部位 へ の イ ン バ ー ス ア ゴ ニ
ス ト (in v er se- agO nist) とす る可 能性も指摘 され て い る31). 現 段
階 で は ア ル カ イ ン の 薬理学的特性は ま だ検討す る余地が残 され
て い る .
そ こ で 7 ル カイ ン の 薬 理学的作用を , ポ リ ア ミ ン の 選択的か
つ 競合的ア ン タ ゴ ニ ス ト と され る D E T28)と , ポリ ア ミ ン 結合部
位 へ の イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス トと され る D A l Oの 作用 と比較 して
検討 した , 軋 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト とほ , 対応す る ア ゴ ニ ス
ト と同 一 部位 に 作 用 し , しかも ア ゴ ニ ス トと は逆 の 効果 を生み
出す物質を意味する26).
本実験に お い て , ア ル カ イ ン と D A l O は 1/(M の し グル タ ミ
ソ 酸が 刺激 した
3
IトT C P結合を濃度依存性 に 完全に 抑制 した .
対照的 に D E Tと プ ト レ ッ シ ソ ほ 完全 な抑制 は認め られ な か っ
た . 電気生理学的実験 に お い て も同様 な結果が認 め ら れ て お
り , ス ペ ル ミ ン 非 存 在下 に お い て ア ル カ イ ン と D A lO が
N M D A と グ リシ ソ に よ る カ レ ン ト (c u rre nt) を D E T や プTl
レ
ッ
シ ソ よ り著明に 強く抑制 した 報告32)が あ る . これ ら の 結 果
ほ ア ル カ イ ン の 作用が D E T よ り, む しろ D A l O と同 じ作用で
ある こ と を示 唆 して い る . さ ら に , ア ル カ イ ン が ポ リ ア ミ ン 非
存在下で 1J瓜4 L- グ ル タ ミ ン 酸に よ っ て 刺激 され た 3H てC P結
合を完全 に 抑制 した こ とは , イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト で ある 可能
性を支持する所見で ある .
ア ル カ イ ン と D A l O ほ し グル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン に よ っ て
最大限に刺激 され た 3H- T C P結合を 完全に 抑制 し, そ の 両者の
抑制効果は D E Tに よ っ て 同 じ形式 で減弱 され た . こ れ らの 所
見 は ア ル カ イ ン と D A lOの 抑制効果が D E Tの 作用部位と同 一
部位 , すな わ ち ポ リ ア ミ ン 結合部位 を介 して 発現 して い る こ. と
を 示 唆 して い る . 加え て 両 者は し グル タ ミ ン 酸 と ス ペ ル ミ ン
の 両刺激効果 に 対 L強 い 抵抗作用を示 し, しか も D E Tや プ ト
レ ッ シ ソ の 抑制効果 と比 して著しく強 い もの で あ っ た (図5).
こ の ように こ れ らの 鯨果 は , ア ル カ イ ン が競合的に ポ リ ア ミ ン
ア ン タ ゴ ニ ス ト の D E T より , む しろ ポ リ ア ミ ン 結合部位 へ の
イ ン バ ∴ ス ア ゴ ニ ス ト で ある D A l O と同 じ作用をも っ て い る こ





廿 T C P結合刺激効果を ア ル カ イ ン
が 抑制 した こ と は t イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス トと して の 抑制作用 に
よ るも の と推察 され , こ の 結果か ら Mg
2 十
と ポ リ ア ミ ン の 結合
部位 の 関係を論 じ る こ とほ 適当でほ な い と 考え られ る .
結 論
N M D A型受容体イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体の 機能 を調節す る
高親和性 Mg2 + 結合部位 お よび ポリ ア ミ ン 結合部位 の 特性を調
べ るた 軌 Mg2 十, ポ リ ア ミ ン , ポリ ア ミ ン ア ソ タ ゴ ニ ス トお よ
び ア ミ ノ 酸 との 相互作用を
3
H-T C P結合実験に て 検討 し ! 以下
の 知見を得た .




廿 TC P結合刺激 を
相加的に 増加 さ せ て い た が , よ り 高濃度 の ポ リ ア ミ ン で は 相加
的な 3H l
､





H-T C P結 合刺激の 場合と異な り, 今 回検討 した 濃度の ポ
リ ア ミ ン ほ し グ ル タ ミ ソ 酸 に よ る 3H- T C P結合 の 刺激を相加
的 に 増加 させ て い た . こ れ ほ , ポ リ ア ミ ン が し ダ ル ク ミ ソ 酸結
合部位 とほ 異な る部位を介 して N M D A型受容体複合体を調節
して い る こ とを 示唆 して い る .
2 . 10iLM L-グ ル タ ミ ン 酸 と 1 0pM グ リシ ン は , 3H-T C P結
合を刺激す る ス ペ ル ミ ン の 親 和性 を同程度 に 増加 させ る 一 方
で 】 L- グ ル タ ミ ソ 酸は 3H-T C P結合を刺激する Mg2+ の 親和性
を グリ シ ン よ り著 明に強く増加 させ て い た . こ れ ほ , 高親和性
Mg
2 +
結 合部位 が ポ リ ア ミ ン 結合部位 とは 異な る部位 で ある こ
とを 示 唆 して い る . ま た , 競合 的ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト で
ある D E Tと プ ト レ ッ シ ソ は I M g
2 +
と ス ペ ル ミ ソ に よ っ て 刺激
された 3H てC P結合を ど ち らも競合的に 抑制 した . こ れ は t
Mg
2 + が ポ リ ア ミ ン 結合部位を介 して 3H-T C P結合 を刺激 して
い る こ とを 示 唆 して い る . こ れ らの 相反す る結果は , Mg2 + と
ポ リ ア ミ ン が N M D A型受容体複合体 の 機能を調節する の に ,
同 一 機序を 介 して い な い 可 能性を 示 すもの で ある .
3 . ア ル カ イ ン と D A lO は 一 1pM し グル タ ミ ン 酸 , 100FLM
Mg
2+
と1J上M ス ペ ル ミ ソ に よ っ て 刺激 され た 3H-T C P結合を
濃度依存性 に 抑制 した . そ れ ら抑制の 効力 ほ , 明 らか に D E T
よ り高い も の で あ っ た . 1 0〟M D E T ほt し グル タ ミ ン 酸 と グ リ
シ ン に よ る 3H-T C P結合 の 刺激 を 抑制す る ア ル カ イ ン と
D A lOの 効果を 減弱 させ て い た . こ れ らの 結果 は , ア ル カ イ ン
が D A l O と同 じ作用を持 つ ポ リ ア ミ ン 結合部位 へ の イ ン バ ー ス
ア ゴ ニ ス トで ある こ と を示 して い た .
以上 の 結果 か ら , N M D A型受容体イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体
の 故能ほ , ア ミ ノ 酸の み な らず Mg2ヰ■と ポ リ ア ミ ン に よ っ て も
調節 されて い る こ とが 明 らか に な っ た . しか もそ れ らの 調節部
位(結合部位)の 機能 ほ各 々 異 な り , 互 い に 影響 を及 ぼ しあ っ て
い る こ とも示 して い た . こ の よ う に 本 研究 の 結果 は , N M D A
型受容体が病態 に 関わ る多くの 疾病や異常 に , 中枢神経内に 存
在する Mg
2 +
と ポ リ ア ミ ン もそ の 発症や増悪に 関与 して い る可
能性を 示唆 して い た .
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Abstr 8Ct
In rec entye ar S, a SPe Cinc subtypeOfe xcitatory amino acid receptors, the N - m ethyトD- aSpartate(N M D A)re ceptor, ha s
bec o m e apn m aryftx:u S Ofatte ntionbec ause ofevide nce sug gestlng thatit m ay be invoIvedin a widerange Of bothne ∬0-
Physiologicalandpathologicalpr ∝ eSSeS･ Tbe N MDA receptoris tho ughttobe a:r e C eptOrion chan n elc o mple x c o ntain ing a
n t mber of distin ct re cognitio n sitesfbr glutam ate(and N M DA), glycin e,(+)-5 - m ethyl-10, 1 1-dihydro-5H -dibe nz o[a, d]-
CyC10hepte n-5, 10-imine(M K-801)(a nd N-(1-[2-th ienyl]cyclohexyl)-3, 4-Piperi din e(T C P)), Mgユ+ , POly aminesincluding
Sper midin e andspermin e･ T his study wasdesignedto char aCteriz the highaf finity Mg2+a nd thepoly amin e recognltlO n Sites
r egulatingthe NM D Areceptorion char melc o mplex･ Using
3H - TCPbinding assay, theinteractions of Mg
ユ+
, POly amin es,
their antagOmists and aminoacids w ereinvesngated･ Spermidine andsper min e at lFL M and O･5FL M , r e SpeCtiv ely, butnot at
higher co nc entratio ns, further enhan C ed the Mg2 +-Stim ulated3H - TCPbindingln anad ditive man n e r. Unl ike Mg2+ -S timulated
3H - TCPbind ing, bothpolya min es atc on centratio ns ex a min ed pr ∝lu ced addidve enhan Ce m ent Of he L-glutam ate-Stim ulated
3H-T C P bindng, re SpeCtively,indicatlngthatpoly amin e and しglutam ate stim ulate
,H -TCP bindingby actlngthro ughdis一
血 ct sites onthe N M DAreceptorion chan n elc o mple x･ On the otherhand, both L-glut am ate(10FL M) andglycine(10FL M)
increased thepote ncy ofspermin ein enhan Clng
)H - TCPbindingto a similar eXte n t, While し glutむn ateincreas ed the poten cy
Ofthe Mg
2+ e nha nc e m e ntm u ch m oretha nglycin e･ Polya min e antago nists,diethylen eui amin e(D E T)andputrescin e,inhibit-
ed the Mg
2+
- and spermine-indu ced
,H-TCP binding ln a CO mPeti dve m an ner. These co nflicting obse rv ation sin dicate that
Mg
2+
a ndspermin e ar e unlikelyto shar ethe s am e m eCha nis mfor enhan Clng
3H -TCPb in ding. Fu rthe rmOre, these s uggestthe
possibilty dlat Mg
2+ andpoly amine m odulatethe NM DA receptorion cha 皿 el co mplex acting atdistin ct rec ogmition sites,
thatis, ahighaffinty Mgユ+andapolyamin e rec ognitio n sites. Addition ally, ar C ain e andl, 10-dia min odec an e(D A lO)inhib-
ited)H- TCPbindinginduced by liL M L-glutam ate, 100FLM Mg
2+ and lFLM sper min ein c o nce ntradon-depende nt m an n er･
Tbeirpotencies w er m uch greaterthan that ofDE T D E T(10FL M)ate nu ated theinhibitory e飴cts of D A lO and ar Cain e on
the L-glutam ate and glycin e-indu ced
,H - TCP binding. T hes eindic ate that ar C ain efunctions as anin v erse- agO nist athe
poly amin e rec ognlt1 0 n Site asdoesI)AlO.
